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大腸菌における光合成色素合成の再構成に向けた試み 
分子遺伝学研究室 岩崎 航大 
 近年合成生物学的研究が盛んに行われるようになってきたが、ある生物の機
能を他の生物で再構成することによって、その生物についての研究だけではわ
からなかったことが明らかになる可能性がある。当研究室では「光合成」とい
う生物学的に重要な反応の、合成生物学的なアプローチによるメカニズムの解
明を目指して、光合成細菌の光合成関連遺伝子群を大腸菌に導入することによ
り、大腸菌において光合成機能を再構成することを試みている。そのためには
まず光合成色素であるカロテノイドとバクテリオクロロフィル a を大腸菌に合
成させることが必要であるが、先行研究によりカロテノイド合成についてはす
でに成功している。バクテリオクロロフィル a 合成については、紅色光合成細
菌 Rubrivivax gelatinosus のバクテリオクロロフィル a 合成関連遺伝子群を二
種類のプラスミドにクローニングし、それらを組み合わせる事により少量では
あるが中間体であるクロロフィライド a を合成させることに成功している。そ
こで本研究では、バクテリオクロロフィル a の合成のためには、まずこのクロ
ロフィライド a の合成量を増大させることが重要であると考え、それを目的と
して研究を行った。 
 まず他の光合成関連遺伝子群がバクテリオクロロフィル a 合成に重要である
可能性を考え、バクテリオクロロフィル a 合成関連遺伝子群の近傍に存在する
光合成関連遺伝子をさらに導入した株を作製した。具体的には光捕集系や反応
中心に関わる遺伝子群、またバクテリオクロロフィル a 合成に必要な還元力を
増強するためにフェレドキシンの遺伝子を導入した株を作製した。これらの菌
を培養し細胞内で蓄積するバクテリオクロロフィル a 合成の中間体について
HPLC により調べたが、顕著な変化は見られなかった。 
 そこで次に培養方法についての検討を行った。培地、温度、培養時間につい
て調べたところ、Antibiotic medium 3 培地で、30℃、24 時間、定常期まで培
養した時に、クロロフィライド a などバクテリオクロロフィル a の中間体が最
も多く蓄積することがわかった。また培地に種々の無機塩類を添加することの
影響について調べたところ、興味深いことに MgSO4、MgCl2を培地に比較的
高濃度加えることによって、クロロフィライド a などの中間体の蓄積量がかな
り増大することがわかった。 
 本研究により、バクテリオクロロフィル a 合成が培地のマグネシウムイオン
の濃度により大きく影響を受けることが明らかになったが、今後さらに解析を
進めそのメカニズムを解明することによって、光合成細菌内でのバクテリオク
ロロフィル a 合成の新たな面が明らかになると思われる。 
  
Study on the reconstitution of bacteriochlorophyll a synthesis  
in Escherichia coli 
 
Kodai Iwasaki 
 
   Reconstitution of a biological function in other organism is valuable 
approach. For example, necessary factors for the biological function can be 
identified in the original organism, but the reconstitution in other organism can 
be useful to know whether or not those are sufficient. In our laboratory, a project 
of synthetic biology for reconstitution of the photosynthetic reactions is in 
progress by introduction of the photosynthetic genes of photosynthetic bacteria 
into Escherichia coli cells to elucidate basic mechanism of the photosynthetic 
reaction. For reconstitution of the photosynthetic reaction, synthesis of 
carotenoid and bacteriochlorophyll a are essential. The carotenoid synthesis 
has been successfully reconstituted in our laboratory. For bacteriochlorophyll a 
synthesis, the photosynthetic genes of purple photosynthetic bacterium, 
Rubrivivax gelatinosus, were sequentially cloned into two multi-copy plasmids 
and these plasmids were introduced into E.coli. It was found that a small 
amount of an intermediate, chlorophyllide a, was synthesized. In this work, I 
tried to synthesize large amount of chlorophyllide a. 
   First, I cloned other photosynthetic genes, which are necessary for the light 
harvesting complex, reaction center complex, and ferredoxin of R. gelatinosus, 
into the third plasmid and introduced them into the E. coli strain. But these 
resultant strains did not synthesize large amount of chlorophyllide a. 
   Then, I examined the effects of culture condition, especially, culture medium, 
temperature, and time. The results showed that the E. coli strain should be 
incubated in the Antibiotic medium 3 at 30℃ for 24 hour. Furthermore, I 
examined the effects of addition of various inorganic salts into culture media. 
Interestingly, increase of accumulation of chlorophyllide a was observed by 
addition of rather high concentration of MgSO4 and MgCl2. 
   These results suggested that magnesium ion of culture medium have 
affected on the synthesis of chlorophyllide a. Further analyses would be 
necessary to elucidate its mechanism and to show the importance of 
magnesium ion for the bacteriochlorophyll a synthesis even in the 
photosynthetic bacteria. 
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序論 
 
 光合成についての合成生物学的研究 
 
 複雑な生命システムについての解析的な研究が生物のゲノム解析につながり、現在まで
に多くの生物の全ゲノム情報が解読されるようになった。ゲノム情報が加わることで生命
システム、特に生物の構成要素についての理解がさらに進み、近年ではこれらの構成要素
による生命システムの素過程の再構築など、合成生物学的な研究が盛んに行われるように
なってきている。ある生物の機能を他の生物で再構成することによって、その生物につい
ての研究だけではわからなかったことが明らかになる可能性があるなど、基礎生物学の面
でも合成生物学的な研究は重要であり、また応用的にも産業に有用な新規微生物宿主の開
発などの面で重要である。 
 
 分子遺伝学研究室では、紅色光合成細菌の光合成機能の大腸菌における再構成を目指し
て研究を行ってきている。大腸菌において光合成機能の再構成を行う意義としては 3 つ考
えられる。 
 まず一つは、生物が光合成を行うために必要な最小限の遺伝子セットを特定することに
より、光合成のメカニズムをより詳細に解明することができる点である。たとえば光合成
細菌において光合成関連遺伝子群の機能解析をする場合、機能が重複する遺伝子が存在し
ていると、その遺伝子を破壊しても表現型が見られず、同定が困難である。つまり光合成
細菌についての研究では光合成に必須な遺伝子群が同定できるが、それらの遺伝子群で十
分かどうかを調べるためには、大腸菌における再構成が有効である。 
 二つ目は、大腸菌は分子レベルでの解析が進んでいて、多くの知見、技術があるため、
光合成細菌では困難な実験であっても大腸菌であれば可能になり、より解析が進む可能性
がある点である。 
 三つ目は応用的な面での意義であり、大腸菌は産業面でも物質生産などにおいて重要な
宿主であるので、光合成によりエネルギーを獲得できる有用な宿主の開発という点であ
る。また光合成機能の再構成のために開発された手法や技術が、さらに他の合成生物学的
手法による次の世代の宿主開発につながる点である。
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Fig.1 大腸菌において光合成機能を再構成する意義 
 
 紅色光合成細菌における光合成 
 
 光合成とは、バクテリアや藻類、高等植物が光エネルギーを用いて自らの生存に必要なエ
ネルギーを産出するプロセスである。光合成のためには、たとえば紅色光合成細菌の場合、
細胞膜上において高度に組織化された色素-タンパク複合体を含む光合成器官が必要である。
具体的には、紅色光合成細菌の一つ Rubrivivax gelatinosus の場合、光合成器官として、
光合成色素（カロテノイド、バクテリオクロロフィル a）と種々のタンパク質との複合体を
含む、周辺光捕集複合体である LH2、光捕集複合体である LH1、反応中心複合体、そして
チトクロム bc1複合体が必要である。 
 
 紅色光合成細菌における光合成反応は、まず周辺光捕集系 LH2 や光捕集系 LH1 に存在
する光合成色素が光エネルギーを吸収し、反応中心複合体を取り囲む形で存在する光捕集
系 LH1 へとそのエネルギーを伝達する。次に LH1 から伝えられた光エネルギーによって
反応中心複合体に存在するバクテリオクロロフィル a 2 分子からなるスペシャルペアが光
励起される。光励起によって放出された電子は反応中心複合体に結合したキノンからキノ
ンプールを通ってチトクロム bc1複合体へと渡され、最終的には水溶性電子伝達タンパクへ
と渡された電子が光酸化されたスペシャルペアへと受け渡されることで循環的な電子伝達
経路が完了する。この循環的な電子伝達によって形成される細胞膜の内外でのプロトンの
濃度勾配を用いて、ATPase により ADP から ATP をが合成され、この ATP が自らの生存
に必要なエネルギーとして利用される。 
3 
 
 
Fig.2 紅色光合成細菌の内膜に構成される光合成器官 
紅色光合成細菌には細胞内膜が陥入したクロマトフォアという構造があり、そこに光合成
器官が存在している。 
 
 
Fig.3 紅色光合成細菌における光合成 
光エネルギーを利用して自らの生存に必要となる ATP を合成する。 
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 大腸菌における紅色光合成細菌の光合成機能の再構成 
 
大腸菌内で紅色光合成細菌の光合成機能を再構成するためには、光合成器官の形成が必
要であり、そのための素過程としては、1) カロテノイド合成、2) バクテリオクロロフィル
a 合成、3) 光捕集アンテナ複合体形成、4) 反応中心複合体形成、5) シトクロム複合体形成
がある。分子遺伝学研究室では、先行研究により、カロテノイド合成については、紅色光合
成細菌 Rhodobacter sphaeroides などのカロテノイド合成遺伝子群を大腸菌にクローニン
グすることによりすでに再構成に成功しており、バクテリオクロロフィル a 合成について
は中間体の合成まで成功していた。 
 
 バクテリオクロロフィル a の合成 
 
バクテリオクロロフィル a の合成経路については Fig.4 に示したが、まずグルタミン酸
（光合成細菌ではグリシンとスクシニル CoA）から合成される 5-アミノレブリン酸を経て
プロトポルフィリンⅨが合成され、プロトポルフィリンⅨから数種類の中間体を経てバク
テリオクロロフィル a が合成される。大腸菌ではヘム合成の中間体としてプロトポルフィ
リンⅨが合成される。 
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Fig.4 バクテリオクロロフィル a の合成経路 
上図ではバクテリオクロロフィル a の合成経路を模式的に示す。下図ではより詳細なバク
テリオクロロフィル a 合成経路を示す。 
大腸菌のヘム合成経路で、中間体としてプロトポルフィリンⅨが合成される。プロトポル
フィリンⅨに鉄イオンがキレートされるとヘムが合成されるが、光合成細菌の酵素によっ
てマグネシウムイオンがキレートされ、さらに光合成細菌の酵素群によって反応が進むと
バクテリオクロロフィル a が合成される。バクテリオクロロフィル a は 16 種類のバクテ
リオクロロフィル a 合成関連遺伝子がコードする酵素群によって、プロトポルフィリンⅨ
から 8 種類の中間体を経て合成される。 
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 大腸菌におけるバクテリオクロロフィル a 合成の再構成 
 
分子遺伝学研究室での先行研究により、紅色光合成細菌 Rubrivivax gelatinosus のバク
テリオクロロフィル a 合成関連遺伝子群を 2 種類の多コピープラスミドに大腸菌内で発現
する形でクローニングし、それらを組み合わせることにより、微量ではあるが中間体である
クロロフィライド a の合成に成功している。しかしバクテリオクロロフィル a の合成には
至っていない。      
 
 
Fig.5 先行研究におけるバクテリオクロロフィル a 中間体の合成 
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 本研究について 
 
 本研究では先行研究により少量ではあるが中間体であるクロロフィライド a を合成させ
ることに成功していたので、バクテリオクロロフィル a の合成のためには、まずこのクロ
ロフィライド a の合成量を増大させることが重要であると考え、それを目的として「他の
光合成関連遺伝子群の導入」と「培養条件の検討」の 2 つの点から研究を行った。 
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結果 
 
< 1 > 光合成関連遺伝子群の導入 
 
 序論に書いたように、先行研究により、光合成細菌での研究により明らかにされていた
バクテリオクロロフィル a（Bacteriochlorophyll a, Bchl a）の合成に必要な、紅色光合成
細菌 R. gelatinosus の遺伝子群（bch 遺伝子群）を全て、大腸菌内で発現する形で導入し
た大腸菌（bch 遺伝子群導入株）が作製され、バクテリオクロロフィル a 合成の中間体で
あるクロロフィライド a を合成させることに成功していた。クロロフィライド a と共に
(3-)アセチルクロロフィライド a も合成されたが、(3-)アセチルクロロフィライド a は、ク
ロロフィライド a に本来働くはずの BchX,Y,Z からなる酵素が働かずに、先に BchC,F か
らなる酵素が働いてできた色素中間体であり、これが BchX,Y,Z の基質となるかどうかは
現在のところ不明である。クロロフィライド a は合成されたがごく少量であり、バクテリ
オクロロフィル a の合成は確認されていなかった。そこで本研究ではまず、バクテリオク
ロロフィル a まで合成させるためにはクロロフィライド a をより多く合成させることが重
要であると考え、さらにそのためには他の光合成関連遺伝子群が必要なのではないかと考
えて、いくつかの光合成関連遺伝子について導入した株を作製した。 
 
 実際のこれらの遺伝子の導入については、すでに導入されている bch 遺伝子群がクロー
ニングされた 2 種類のプラスミドにさらに新たな遺伝子をクローニングする事が技術的に
困難であったので、別の miniF プラスミドにクローニングする形で導入した。また miniF
プラスミドへは、他の bch 遺伝子群のクローニングと同様、それぞれの遺伝子が大腸菌内
で発現するように、それぞれの open reading frame (ORF)を BAD プロモーター、SD 配
列、開始コドンに繋げる形でクローニングした。 
 
 このように作製したプラスミドを bch 遺伝子群導入株に導入し、BAD プロモーターを
誘導するためにアラビノースを添加した培地で培養後、菌体から色素を抽出して HPLC で
分析を行った。 
 
(1) 機能未知遺伝子 orf276 の導入 
 
 まず光合成関連遺伝子クラスター内の機能未知遺伝子群が、バクテリオクロロフィル a
合成に必要である可能性を考えて、機能未知遺伝子の一つである orf276 遺伝子について調
べた。orf276 遺伝子は、光捕集系 LH1 や反応中心複合体の構成に必要な lhaA 遺伝子や
puhA 遺伝子を含むオペロン内に存在し、magnesium-protoporphyrinⅨ monomethyl 
9 
 
ester (oxidative) cyclase をコードする acsF の下流に位置する遺伝子である。この遺伝子
を miniF プラスミドにクローニングして bch 遺伝子群導入株に導入し、培養後に菌体から
色素を抽出して HPLC で分析したが、元の菌株と特に顕著な差は見られなかった (Fig. 
6)。 
 
Fig. 6  orf276 遺伝子を導入する前と後の菌体から抽出した色素の HPLC による分析 
bch 遺伝子群導入株(上図)とそれに orf276 を導入した菌株(下図)の HPLC による分析
の結果を示す。検出された中間体：PⅨ：ProtoporphyrinⅨ, Mg-PⅨ：Mg-
ProtoporphyrinⅨ, MPE：Mg-ProtoporphyrinⅨ monomethyl ester, Pchlide a： 
DV-protochlorophyllide a, MV-protochlorophyllide a, Chlide a：Chlorophyllide a, 
Ac-chlide a：(3-)Acetyl chlorophyllide a 
 
 
(2) 光捕集系 LH1 の構築に関与する lhaA 遺伝子の導入 
 
 次に光捕集系または反応中心複合体形成に関与するアッセンブリタンパク質の遺伝子が
バクテリオクロロフィル a 合成に関与する可能性を考えて、アッセンブリタンパク質の遺
伝子の一つである lhaA 遺伝子について調べた。lhaA 遺伝子は光捕集系の LH1 複合体の
assembly や LH1 複合体へのバクテリオクロロフィル a の運搬などに働く、12 回膜貫通
型の膜タンパク質をコードする遺伝子である。この遺伝子を miniF プラスミドにクローニ
ングして bch 遺伝子群導入株に導入し、培養後に菌体から色素を抽出して HPLC で分析
したが、元の菌株と特に顕著な差は見られなかった (Fig. 7)。 
 
10 
 
 
Fig.7 lhaA 遺伝子を導入する前と後の菌体から抽出した色素の HPLC による分析 
bch 遺伝子群導入株(上図)とそれに lhaA 遺伝子を導入した菌株(下図)の HPLC による
分析の結果を示す。検出された中間体：PⅨ：ProtoporphyrinⅨ, Mg-PⅨ：Mg-
ProtoporphyrinⅨ, MPE：Mg-ProtoporphyrinⅨ monomethyl ester, Pchlide a： 
DV-protochlorophyllide a, MV-protochlorophyllide a, Chlide a：Chlorophyllide a, 
Ac-chlide a：(3-)Acetyl chlorophyllide a 
 
(3) 反応中心複合体の構築に関わる遺伝子群 puhA, puhB, puhC の導入 
 
 光捕集系または反応中心複合体形成に関与する他のタンパク質をコードする遺伝子とし
て、puhA, puhB, puhC 遺伝子についても調べた。R. gelatinosus の光合成遺伝子群の、
lhaA 遺伝子と puhA 遺伝子を含むオペロン内に存在する遺伝子のうち、puhA 遺伝子は反
応中心複合体の H サブユニットをコードする遺伝子であり、puhB, puhC 遺伝子は光合成
器官の構築に関与すると考えられている機能未知遺伝子である。puhA, puhB, puhC 遺伝
子を miniF プラスミドにクローニングして bch 遺伝子群導入株に導入し、培養後に菌体か
ら色素を抽出して HPLC で分析したが、元の菌株と特に顕著な差は見られなかった (Fig. 
8)。 
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Fig.8 puhA, puhB, puhC 遺伝子を導入する前と後の菌体から抽出した色素の HPLC
による分析 
bch 遺伝子群導入株(上図)とそれに puhA, puhB, puhC 遺伝子を導入した菌株(下図)の
HPLC による分析の結果を示す。検出された中間体：PⅨ：ProtoporphyrinⅨ, Mg-
PⅨ：Mg-ProtoporphyrinⅨ, MPE：Mg-ProtoporphyrinⅨ monomethyl ester, 
Pchlide a： DV-protochlorophyllide a, MV-protochlorophyllide a, Chlide a：
Chlorophyllide a, Ac-chlide a：(3-)Acetyl chlorophyllide a 
 
(4) 電子供与体であるフェレドキシン遺伝子の導入 
 
 バクテリオクロロフィル a 合成反応には、中間体に働く酵素への電子の受け渡しなどの
還元力としてフェレドキシンが電子供与体として必要なので、R. gelatinosus が持つ 3 種
類のフェレドキシンの遺伝子についても調べた。それらを miniF プラスミドにクローニン
グして bch 遺伝子群導入株に導入し、培養後に菌体から色素を抽出して HPLC で分析し
たが、元の菌株と特に顕著な差は見られなかった (Fig. 9)。 
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Fig.9  3 種類のフェレドキシン遺伝子を導入する前と後の菌体から抽出した色素の
HPLC による分析 
bch 遺伝子群導入株(上図)とそれに R. gelatinosus のフェレドキシン遺伝子 fdxN を導
入した菌株(b)、fdxB を導入した菌株(c)、fdx2 を導入した菌株(d) の HPLC による分
析の結果を示す。検出された中間体：PⅨ：ProtoporphyrinⅨ, Mg-PⅨ：Mg-
ProtoporphyrinⅨ, MPE：Mg-ProtoporphyrinⅨ monomethyl ester, Pchlide a： 
DV-protochlorophyllide a, MV-protochlorophyllide a, Chlide a：Chlorophyllide a, 
Ac-chlide a：(3-)Acetyl chlorophyllide a 
 
 
 
(5) 光捕集系 LH1, 反応中心複合体の構築に関わる puf オペロン、lhaA オペロ
ンの導入 
 
 最終的にバクテリオクロロフィル a が組込まれるタンパク質に合成されたバクテリオク
ロロフィル a が組込まれないと、バクテリオクロロフィル a は安定に存在できない可能性
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を考えて、光捕集系または反応中心複合体を構成するタンパク質に関連する遺伝子につい
ても調べた。光捕集系と反応中心複合体を構成するタンパク質をコードする遺伝子群は
puf オペロン、lhaA オペロンの 2 つのオペロン内に存在するので、これらのオペロンを導
入した。光捕集系 LH1 のαサブユニットとβサブユニットはそれぞれ puf オペロン内の
pufA、pufB 遺伝子がコードし、LH1 の assembly に関わる膜タンパク質 LhaA は、lhaA
オペロン内の lhaA 遺伝子がコードしている。また、反応中心複合体の L サブユニット、
M サブユニットは、それぞれ puf オペロン内の pufL, pufM 遺伝子がコードし、H サブユ
ニットは lhaA オペロン内の puhA 遺伝子がコードしている。puf オペロンは miniF プラ
スミドに、また lhaA オペロンは pTK219 プラスミドにクローニングして bch 遺伝子群導
入株に導入し、培養後に菌体から色素を抽出して HPLC で分析した。lhaA オペロンのみ
を導入した菌株については元の菌株と特に顕著な差は見られなかった (Fig. 11)。しかし
puf オペロンのみ導入した菌株と、puf オペロンと lhaA オペロンの両方を導入した菌株で
は中間体の合成量が低下することがわかった(Fig. 10, 12)。 
 
Fig.10  puf オペロンを導入する前と後の菌体から抽出した色素の HPLC による分析 
bch 遺伝子群導入株(a)、miniF vector を導入した菌株(b)、puf オペロンを導入した菌
株(c) の HPLC による分析の結果を示す。検出された中間体：PⅨ：
ProtoporphyrinⅨ, Mg-PⅨ：Mg-ProtoporphyrinⅨ, MPE：Mg-ProtoporphyrinⅨ 
monomethyl ester, Pchlide a： DV-protochlorophyllide a, MV-protochlorophyllide 
a, Chlide a：Chlorophyllide a, Ac-chlide a：(3-)Acetyl chlorophyllide a 
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Fig.11  lhaA オペロンを導入する前と後の菌体から抽出した色素の HPLC による分析 
bch 遺伝子群導入株(a)、pTK219 vector を導入した菌株(b)、lhaA オペロンを導入し
た菌株(c)の HPLC による分析の結果を示す。検出された中間体：PⅨ：
ProtoporphyrinⅨ, Mg-PⅨ：Mg-ProtoporphyrinⅨ, MPE：Mg-ProtoporphyrinⅨ 
monomethyl ester, Pchlide a： DV-protochlorophyllide a, MV-protochlorophyllide 
a, Chlide a：Chlorophyllide a, Ac-chlide a：(3-)Acetyl chlorophyllide a 
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Fig.12  puf オペロンと lhaA オペロンを導入する前と後の菌体から抽出した色素の
HPLC による分析 
bch 遺伝子群導入株(a)、miniF vector と pTK219 vector を導入した菌株(b)、puf オペ
ロンと lhaA オペロンを導入した菌株(c)の HPLC による分析の結果を示す。 
検出された中間体：PⅨ：ProtoporphyrinⅨ, Mg-PⅨ：Mg-ProtoporphyrinⅨ, 
MPE：Mg-ProtoporphyrinⅨ monomethyl ester, Pchlide a： DV-
protochlorophyllide a, MV-protochlorophyllide a, Chlide a：Chlorophyllide a, Ac-
chlide a：(3-)Acetyl chlorophyllide a 
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 以上のようにいくつかの光合成関連遺伝子群を bch 遺伝子群導入株にさらに導入した菌
株を作製して調べたが、合成されるクロロフィライド a などバクテリオクロロフィル a 合
成の中間体の量に顕著な影響は見られなかった。 
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< 2 > 培養条件の検討 
 
 上記のように bch 遺伝子群以外のいくつかの光合成関連遺伝子群を導入した株を作製し
て調べたが、bch 遺伝子群導入株のクロロフィライド a の合成量を増大させることができ
なかったので、次に bch 遺伝子群導入株の培養条件について検討を行った。 
 
 先行研究においては、前駆体である 5-アミノレブリン酸（0.0025g）を添加した
Antibiotic medium 3 培地（50ml）で、37℃、24 時間培養していたが、現在の bch 遺伝
子群導入株についてきちんと培養条件を検討してはいなかった。そこで本研究では温度、
培地、時間、さらに加える無機塩類について検討を行った。 
 
(1) 培養温度の検討 
 
 まず培養温度について、bch 遺伝子群導入株をこれまでの 37℃に加えて 30℃、25℃で
培養し、バクテリオクロロフィル a 合成の中間体の量を調べたところ、30℃でクロロフィ
ライド a とアセチルクロロフィライド a の量が最も高く、25℃では中間体がほとんど検出
されなかった (Fig. 13, 14)。 
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Fig.13 異なる温度で培養した菌体から抽出した色素の HPLC による分析 
bch 遺伝子群導入株を、先行研究における培養温度である 37℃(a) 、そして今回検討
した培養温度である 30℃(b)と 25℃(c)で培養した際の HPLC による分析の結果を示
す。検出された中間体：PⅨ：ProtoporphyrinⅨ, Mg-PⅨ：Mg-ProtoporphyrinⅨ, 
MPE：Mg-ProtoporphyrinⅨ monomethyl ester, Pchlide a： DV-
protochlorophyllide a, MV-protochlorophyllide a, Chlide a：Chlorophyllide a, Ac-
chlide a：(3-)Acetyl chlorophyllide a 
 
 
Fig.14 色素の蓄積量に対する培養温度の影響 
37℃、30℃、25℃で培養した時のクロロフィライド a （Chlorophyllide a, Chlide a）
とアセチルクロロフィライド a （(3-)Acetyl-chlorophyllide a, (3-)Acetyl-chlide a) の
蓄積量を表す。 
 
 
(2) 培地の検討 
 
 次に培地について、bch 遺伝子群導入株をこれまでの Antibiotic medium3 培地の他
に、より高栄養である super broth、terrific broth、Bacto Tryptone を添加した
Antibiotic medium3（終濃度 0.2%）培地で、30℃、24 時間培養し、バクテリオクロロフ
ィル a 合成の中間体の量を調べたところ、これまでと同様に Antibiotic medium3 培地で
培養した際にクロロフィライド a とアセチルクロロフィライド a の量が最も多いことがわ
かった (Fig. 15, 16)。 
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Fig.15 異なる培地で培養した菌体から抽出した色素の HPLC による分析 
bch 遺伝子群導入株を Antibiotic medium3 培地 (a)、super broth (b)、terrific broth 
(c)、Bacto Tryptone を添加した Antibiotic medium3 培地 (d)で培養した際の HPLC
による分析の結果を示す。検出された中間体：PⅨ：ProtoporphyrinⅨ, Mg-PⅨ：
Mg-ProtoporphyrinⅨ, MPE：Mg-ProtoporphyrinⅨ monomethyl ester, Pchlide 
a： DV-protochlorophyllide a, MV-protochlorophyllide a, Chlide a：
Chlorophyllide a, Ac-chlide a：(3-)Acetyl chlorophyllide a 
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Fig.16 色素の蓄積量に対する培地の影響 
種々の培地で培養した時のクロロフィライド a （Chlorophyllide a, Chlide a）とアセ
チルクロロフィライド a （(3-)Acetyl-chlorophyllide a, (3-)Acetyl-chlide a) の蓄積量
を表す。 
 
 
(3) 培養時間の検討 
 
 また、培養時間について、bch 遺伝子群導入株をこれまでの 24 時間の他に、15 時間、
36 時間、48 時間、30℃、Antibiotic medium 3 培地で培養し、バクテリオクロロフィル a
合成の中間体の量を調べたところ、長時間培養するにつれて Mg-ProtoporphyrinⅨ 
monometyl ester など、合成経路の前半にあたる物質の増加がみられたが、クロロフィラ
イド a とアセチルクロロフィライド a の量は 24 時間培養した際に最も多いことがわかっ
た (Fig. 17, 18)。 
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Fig.17 異なる時間培養した菌体から抽出した色素の HPLC による分析 
bch 遺伝子群導入株を 15 時間 (a)、これまでの培養時間である 24 時間 (b)、36 時間 
(c)、48 時間 (d)培養した際の HPLC による分析の結果を示す。検出された中間体：P
Ⅸ：ProtoporphyrinⅨ, Mg-PⅨ：Mg-ProtoporphyrinⅨ, MPE：Mg-
ProtoporphyrinⅨ monomethyl ester, Pchlide a： DV-protochlorophyllide a, MV-
protochlorophyllide a, Chlide a：Chlorophyllide a, Ac-chlide a：(3-)Acetyl 
chlorophyllide a 
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Fig.18 色素の蓄積量に対する培養時間の影響 
15 時間、24 時間、36 時間、48 時間培養した時のクロロフィライド a 
（Chlorophyllide a, Chlide a）とアセチルクロロフィライド a（(3-)Acetyl-
chlorophyllide a, (3-)Acetyl-chlide a) の蓄積量を表す。 
 
 
 ここまでの結果より、調べた培養条件の中では、Antibiotic medium 3 培地で、30℃、
24 時間培養した時に、バクテリオクロロフィル a の中間体であるクロロフィライド a とア
セチルクロロフィライド a の蓄積量が最大になることがわかった。 
 
 
(4) 培地に添加する無機塩類の検討 
 
 紅色光合成細菌 R. spheroides において、培地に FeSO4や MgSO4などの無機塩類を加
えることで、バクテリオクロロフィルおよびカロテノイドの合成が著しく促進されること
が報告されている (Hirayama et al, 1976)。そこで種々の無機塩類を添加した培地で培養
して、バクテリオクロロフィル a 合成の中間体の量を調べた。 
 
 まず、種々の濃度の FeCl3または MgSO4を添加した培地で培養したところ、FeCl3につ
いては、R. spheroides の色素合成量が増大したとの報告があった 50 mg / L、100 mg / L
の濃度で添加した培地では、バクテリオクロロフィル a 合成の中間体の量にほとんど影響
は見られなかったが、高濃度（1 g / L、10 g / L）で添加した培地では、バクテリオクロロ
フィル a 合成の中間体の量が減少した。 
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 MgSO4については、R. spheroides の色素合成量が増大したとの報告があった 500μM
の濃度で添加した培地では、バクテリオクロロフィル a 合成の中間体の量にほとんど影響
は見られなかったが、5 mM 以上の高濃度で添加した培地では、バクテリオクロロフィル
a 合成の中間体の量が全体的に増加することがわかった(Fig. 19 (c),(d))。また、MgSO4の
添加によりクロロフィライド a からマグネシウムが抜けた物質であるフェオホルビド a
（Pheophorbide a）が蓄積することがわかった (Fig. 19 (b),(c),(d))。 
 
 
Fig.19  MgSO4を添加した培地で培養した菌体から抽出した色素の HPLC による分析 
bch 遺伝子群導入株を、MgSO4を 0 mM (a)、500μM (b)、5 mM (c)、50mM (d) 添
加した培地で培養した際の HPLC による分析の結果を示す。検出された中間体：P
Ⅸ：ProtoporphyrinⅨ, Mg-PⅨ：Mg-ProtoporphyrinⅨ, MPE：Mg-
ProtoporphyrinⅨ monomethyl ester, Pchlide a： DV-protochlorophyllide a, MV-
protochlorophyllide a, Chlide a：Chlorophyllide a, Ac-chlide a：(3-)Acetyl 
chlorophyllide a 
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Fig.20 培地に添加する MgSO4のクロロフィライド a の蓄積量に対する影響 
0 mM、500μM、5 mM、50mM の MgSO4を添加した培地で培養した時のクロロフ
ィライド a (Chlide a) の蓄積量を表す。 
 
 
 
 
Fig.21 培地に添加する MgSO4のアセチルクロロフィライド a の蓄積量に対する影響 
0 mM、500μM、5 mM、50mM の MgSO4を添加した培地で培養した時のアセチル
クロロフィライド a ((3-)Acetyl Chlide a)の蓄積量を表す。 
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Fig.22 培地に添加する MgSO4の MV・DV-プロトクロロフィライド a の蓄積量に対
する影響 
0 mM、500μM、5 mM、50mM の MgSO4を添加した培地で培養した時の DV・MV-
プロトクロロフィライド a (DV・MV-Protochlorophyllide a)の蓄積量を表す。 
 
 
 
 培地に高濃度の MgSO4を添加する事で色素中間体の蓄積量が増大したが、マグネシウ
ムイオンと硫酸イオンのどちらが蓄積量の増大に働くのかがわからないので、MgCl2, 
FeSO4を高濃度で培地に添加することにより、どちらのイオンに効果があるのかについて
調べた。その結果、FeSO4については、培地に 5mM、50mM 添加したところ、生育が著
しく低下した。MgCl2については、培地に 25mM、50mM 添加したところ、MgSO4の場
合と同様に中間体の量が著しく増加することがわかった (Fig.23)。 
 また、NaCl, ZnSO4, CaCl2を種々の濃度で添加した培地で培養して、バクテリオクロロ
フィル a 合成の中間体の量を調べた。NaCl については培地に 20 g / L 添加したが、中間
体の量が著しく低下した。ZnSO4, CaCl2については培地に 5mM、50mM 添加したとこ
ろ、生育が著しく低下した。 
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Fig .23  MgCl2を添加した培地で培養した菌体から抽出した色素の HPLC による分析 
bch 遺伝子群導入株を、MgSO4を 50 mM (a)、MgCl2を 50 mM (b)、FeSO4を 50 
mM (c) 添加した培地で培養した際の HPLC による分析の結果を示す。検出された中
間体：PⅨ：ProtoporphyrinⅨ, Mg-PⅨ：Mg-ProtoporphyrinⅨ, MPE：Mg-
ProtoporphyrinⅨ monomethyl ester, Pchlide a： DV-protochlorophyllide a, MV-
protochlorophyllide a, Chlide a：Chlorophyllide a, Ac-chlide a：(3-)Acetyl 
chlorophyllide a 
 
 
 
 以上のように bch 遺伝子群導入株の培養条件について検討したところ、培地のマグネシ
ウムイオンの濃度が合成されるクロロフィライド a などバクテリオクロロフィル a 合成の
中間体の量に大きく影響することが明らかになった。 
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考察 
 
本研究では、大腸菌における光合成機能の再構成の中の、バクテリオクロロフィル a 合
成の再構成において、先行研究によって中間体であるクロロフィライド a やアセチルクロ
ロフィライド a などの合成が、微量ではあるものの、確認されていたが、バクテリオクロ
ロフィル a の合成は確認されていなかったので、バクテリオクロロフィル a 合成を目指し
て、まずはクロロフィライド a の合成量を増大させることを目的とした。 
 
 光合成関連遺伝子群の導入について 
 
 まず、バクテリオクロロフィル a 合成に必要とされている遺伝子群を、大腸菌内で発現
する形で導入したのに、バクテリオクロロフィル a が合成されず、またクロロフィライド
a やアセチルクロロフィライド a などの中間体も微量しか合成されない原因として、導入
した遺伝子群では十分ではなく、まだ必要な遺伝子が欠けている可能性を考えた。 
 
 そこで 
・光合成関連遺伝子クラスター内の機能未知遺伝子である orf276 遺伝子 
・光捕集系や反応中心複合体などにおける色素の足場となり安定化に働くと考えられる膜 
 タンパク質をコードする遺伝子である lhaA 遺伝子や puhB, puhC 遺伝子 
・光捕集系または反応中心複合体を構成するタンパク質をコードする puhA 遺伝子や puf 
 オペロン、lhaA オペロン 
・電子供与体として働くフェレドキシンの遺伝子 
を導入して調べたが、合成されるクロロフィライド a などバクテリオクロロフィル a 合成
の中間体の量に顕著な影響は見られなかった。 
 
 影響が見られなかった原因としては、もちろんバクテリオクロロフィル a 合成にこれら
の遺伝子群が関与していない可能性が考えられるが、本研究だけでは調べた遺伝子群がバ
クテリオクロロフィル a 合成に関与していないとも結論できない。 
 まず導入した遺伝子が正常に発現したことが確認できていない。導入にあたっては大腸
菌内で転写されるように、BAD プロモーターと SD 配列と繋げる形で導入したので、転写
とオペロンの場合の最初の遺伝子の翻訳については起こっていると考えられるが、RT-
PCR などで転写を確認していないし、オペロンの場合の２番目以降の遺伝子については翻
訳が正常に起こっていない可能性がある。 
 また導入した遺伝子が発現したとしても、大腸菌内では光合成細菌内とは違って正常な
立体構造が取れなかったため、活性がなかったり関連タンパク質との相互作用ができなか
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った可能性も考えられる。さらに細胞内局在が異常であったり、紅色光合成細菌とは膜の
構造が異なるため、膜上で正常に機能していなかった可能性も考えられる。また、導入し
たフェレドキシンがクロロフィライド a 以降の反応に必要な酵素をうまく還元しなかった
可能性も考えられる。 
 さらに個々のタンパク質について考えると、光捕集系・反応中心複合体については、光
合成細菌においては色素タンパク複合体を形成し色素の安定化に働くとされているが、タ
ンパク質に結合する色素はバクテリオクロロフィルやクロロフィルなど合成経路の最終産
物であるとされているので、中間体であるクロロフィライド a やアセチルクロロフィライ
ド a については効果が見られなかったのかもしれない。 
 また複数の関連遺伝子が必要であるならば、今回のような導入の仕方では影響が見られ
ない。 
 
 今後はこれらの点についても考慮しながら、遺伝子が不足している可能性についても検
討を続ける必要があると思われる。 
 
 培養条件の検討について 
 
 次にバクテリオクロロフィル a が合成されず、またクロロフィライド a やアセチルクロ
ロフィライド a などの中間体も微量しか合成されない原因として、遺伝子の問題ではな
く、培養条件が適していない可能性を考えた。具体的には、培地、温度、培養時間につい
ての検討を行った。 
 
 まず培地についてはこれまで使用されてきた Antibiotic medium3 培地の他に、より高
栄養培地である terrific broth、super broth、Bacto Tryptone を添加した Antibiotic 
medium3（終濃度 0.2%）培地について調べたが、Antibiotic medium3 培地より良いもの
はなかった。 
 培養温度については 25℃、30℃、37℃について調べた結果、これまでの 37℃よりも
30℃の方が適していることが分かった。 
 
 培養時間については 15 時間、24 時間、36 時間、48 時間という条件で検討を行ったと
ころ、24 時間が良いことがわかった。長時間培養するにつれて合成経路の前半の中間体で
あるプロトポルフィリン IX（ProtoporphyrinⅨ）や Mg-プロトポルフィリン IX モノメチ
ルエステル（Mg-ProtoporphyrinⅨ monometyl ester）などの中間体が増加していたこと
から、36 時間や 48 時間の長時間の培養では、クロロフィライド a やアセチルクロロフィ
ライド a など合成経路の比較的後半の中間体は分解されやすいのかもしれない。また、プ
ロトクロロフィライド a からクロロフィライド a の反応に働く酵素の活性が弱い可能性も
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考えられる。 
 
 
 培地に添加する無機塩類の検討について 
 
紅色光合成細菌 R. sphaeroides において、FeCl3や MgSO4が培地中に存在することで
バクテリオクロロフィルやカロテノイド合成が著しく促進されるという報告 (Hirayama 
et al, 1976)があったため、さらに培地への無機塩類の添加による影響についても調べた。
最初紅色光合成細菌において色素合成の促進が見られた FeCl3については 50 mg / L,100 
mg / L 、MgSO4については 100 μM,500μM の濃度で培地に加えたが、顕著な差は見ら
れなかった。しかしこれらの濃度をさらに高くしたところ、FeCl3については色素の蓄積
量が減少したが、MgSO4については中間体の量がかなり増大することがわかった。また
NaCl, MgCl2, FeSO4, ZnSO4, CaCl2についても同様にその効果を調べたところ、MgCl2を
比較的高濃度で添加した際に MgSO4の場合と同様に中間体の蓄積量の顕著な増大が見ら
れた。このことから、培地のマグネシウムイオンの濃度がバクテリオクロロフィル a 合成
に大きく影響することが明らかになった。 
 
 このようなマグネシウムイオンの効果が見られたのはクロロフィル系の合成の律速反応
となっている Mg2+挿入反応が培地のマグネシウムイオンの濃度を上げることによって促
進されたためではないかと考えられる。また大腸菌では光合成細菌よりも高濃度のマグネ
シウムイオンで影響が見られた原因としては、大腸菌と光合成細菌の細胞表層の違いによ
る可能性や、光合成細菌ではより低濃度のマグネシウムイオンでも効果のあるシステムが
存在する可能性などが考えられる。 
 
 その他の要因としては、大腸菌において能動的にマグネシウムイオンを取り込むトラン
スポーターとして MgtE が知られているが、このトランスポーターは ATP を用いて働く
ことが知られており、今回の研究では培地中に高濃度でマグネシウムイオンが存在したた
め MgtE ではなく受動的にマグネシウムイオンを取り込む CorA というトランスポーター
が優先的に働いたと考えられる。それによって、マグネシウムイオンの取り込みに利用さ
れなかった ATP が、同じく ATP を必要とするクロロフィル系の合成の律速反応となって
いる Mg2+挿入反応に十分に利用された可能性が考えられる。 
また、大腸菌と光合成細菌では恒常的に保たれている細胞内のマグネシウムイオン濃度が
異なり、今回培地に高濃度でマグネシウムイオンを添加したことで、大腸菌内のマグネシ
ウムイオン濃度がより高い光合成細菌の細胞内のマグネシウムイオン濃度に近づいたため
に色素合成が促進された可能性が考えられる。 
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 また、MgSO4、MgCl2の添加により中間体の蓄積量が増加した時に、クロロフィライド
a からマグネシウムイオンが取り除かれたフェオホルビド（Pheophorbide a）の増加が見
られたので、大腸菌内ではクロロフィライド a が不安定である可能性、またはクロロフィ
ライド a を分解する機構が存在している可能性が考えられる。実際に細胞内にフリーで存
在するクロロフィルやバクテリオクロロフィルは速やかに分解されることが知られてい
る。 
 
 本研究により、大腸菌においてもバクテリオクロロフィル a 合成が培地のマグネシウム
イオンの濃度により大きく影響を受けることが明らかになった。大腸菌でも培地のマグネ
シウムイオンの影響が見られたので、今後はさらに種々の変異株などを利用することで、
バクテリオクロロフィル a 合成に対してマグネシウムイオンがどのようなメカニズムで関
与しているかを解明する事ができると考えられる。 
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材料と方法 
 
 使用した大腸菌の系統と培地について 
本研究では特に記載がない場合、実験に用いた大腸菌は K12(MG1655)由来である。 
液体培養に使用した培地は、色素抽出の際は Antibiotic medium3 の培地を使用し、
それ以外の場合は LB 培地を使用した。 
また、培地には必要に応じて抗生物質を添加した。 
以下に培地の組成と使用した抗生物質の濃度を示す。 
 
 LB 培地(10% NaCl) (1L) 
Trypton (Bactone Dickinson) 10 g 
Yeast extract (DIFCO)  5 g 
NaCl    10 g 
 
 LB 寒天培地 (1L) 
Trypton (Bactone Dickinson) 10 g 
Yeast extract (DIFCO)  5 g 
NaCl    10 g 
Agar (岩井化学)   10 g 
 
 Antibiotic medium 3 培地 (1L) 
Antibiotic medium 3  17.5 g 
 
 Antibiotic medium 3 寒天培地 (1L) 
Antibiotic medium 3  17.5 g 
Agar    10 g 
 
 Super broth (1L) 
Trypton (Bactone Dickinson) 25 g 
Yeast extract (DIFCO)  15 g 
NaCl    5 g 
 
 Terrific broth (1L) 
Trypton (Bactone Dickinson) 12 g 
Yeast extract (DIFCO)  24 g 
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Glycerol    10 g 
K2HPO4    9.4 g 
KH2PO4    2.2 g 
 
寒天培地については、室温で固めた後 37℃の恒温室にて 40 分乾燥させた。 
 
 抗生物質 
アンピシリン (Ap) [250G]   20 λ (μl) /100 μl 
カナマイシン (Km) [250G]  20 λ (μl) /100 μl 
ストレプトマイシン (Sm) [100G]  50 λ (μl) /100 μl 
クロラムフェニコール (Cm) [34G]  50 λ (μl) /100 μl 
テトラサイクリン (Tc) [12.5G]  40λ (μl) /100 μl 
 エレクトロポレーション 
本研究では、プラスミドの形質転換法としてエレクトロポレーションを用いた。 
LB 培地において前培養を行ったのち、坂口フラスコ (LB 200ml)に前培養した菌株を
加え初期増殖期まで培養し、遠沈管を用いて 8000 rpm,5min,4℃の遠心によって集菌
した。その後、10%グリセロールで菌体の洗浄を行った後、電気ショックを与えた。
電気ショック後速やかに菌体を SOC 培地に移し 30℃,1 時間で回復培養を行った。そ
の後、導入したプラスミドに対応した抗生物質を加えた寒天培地に菌体を撒き 37℃で
培養した。 
 
 光合成大腸菌の培養 
まず、寒天培地にて保存していた菌株を 2ml の Antibiotic medium 3 の液体培地に植
菌し、16 時間、37℃、130rpm の振盪速度で 16 時間の前培養を行った。その後、前
培養した菌株を 0.2%となるように 10% arabinose (和光)と 0.04%となるように 5-
aminorevulic acid を加えた 50 ml の Antibiotic medium 3 の液体培地が入った 300 
ml の三角フラスコに 1ml 加え本培養を行った。本培養は特に記載がない限り、24 時
間、37℃、130 rpm の振盪速度で行った。 
 
 光合成大腸菌からの色素抽出と HPLC による分析 
培養後の菌株を 50 ml のファルコンチューブに移した後、8000 rpm,4℃,10 分間の遠
心分離によって集菌し、上清を捨てた後、8000 rpm,4℃,5 分間の遠心分離を行いさら
に上清を捨てた。その後、集菌した菌株に対してアセトン：メタノール＝1:1 の割合
で混合した溶媒 2 ml を加え、voltex とピペットを用いて菌株を完全に粉砕した。そ
の溶液を氷上にて 15 分間放置し、色素を抽出した。15 分後、8000 rpm,4℃,10 分間
の遠心分離を行い抽出した色素に対してシリンジを用いてフィルターを通し不純物を
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取り除き、2 ml を 1 ml ずつ 1.5 ml のチューブに分注した。その後、遠心エバポレー
ターによって色素を完全に濃縮し、できた残渣に対して 100 μl のアセトン：メタノー
ル＝1:1 の割合で混合した溶媒を加え色素を完全に抽出した後、12000 rpm,4℃,5 分
間の遠心分離によって不純物を完全に取り除いた。この色素濃縮液を Prominence 
UFLC (Shimazu)により測定した。流速は 1 ml / min で 20 分間の間に 100%の流出溶
媒 A (メタノール：アセトン：0.25M ピリジン＝4：2：2)から 100%の流出溶媒 B (メ
タノール：アセトニトリル：アセトン＝2：4：2)まで濃度を変更し流出させ、励起波
長の 416nm～438nm を測定した。 
 
 
 
 
 PCR 
当研究では、PCR に GXL taq (TAKARA)と Ex taq (TAKARA)とそれに付随する添付
の buffer を使用した。プライマーは 3.3 pmol / 50μl の濃度で加えた。 
 
PCR 反応液は以下のように調整した。 
 
① PCR        
鋳型 DNA     5 μl 
5×GXL buffer (TAKARA)    10 μl 
2.5mM dNTP Mix (TAKARA)   4 μl 
3.3 pmol / 50μl forward primer   5 μl 
3.3 pmol / 50μl reverse primer   5 μl 
GXL DNA polymerase (TAKARA)   1 μl 
滅菌 milliQ 水     20 μl 
 
       50 μl 
 200 μl PCR チューブに上記の反応液を入れ、サーマルサイクラー(GeneAmp 
PCR System 9700、Applied biosystems)にセットし、PCR を行った。温度サイ
クルは、98℃ 3 分→[98℃ 10 秒、60℃ 15 秒、68℃ 1~6 分 (作製したい断片に
よりアニーリング温度と伸長時間の調節を行った)]×35 サイクル→68℃ 10 分と
した。 
 
② コロニーPCR 
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PCR 反応液は以下のように調整した。 
        
5×Ex buffer (TAKARA)    1 μl 
2.5mM dNTP Mix (TAKARA)   0.8 μl 
3.3 pmol / 50μl forward primer   1 μl 
3.3 pmol / 50μl reverse primer   1 μl 
Ex taq DNA polymerase (TAKARA)  0.1 μl 
滅菌 milliQ 水     1.1 μl 
 
       5 μl 
 200 μl PCR チューブに上記の反応液を入れ、コロニーを爪楊枝で 100 μl の滅
菌 milliQ 水に懸濁したコロニー懸濁液 5μl と混ぜ合わせ全量を 10 μl とした後、
サーマルサイクラー(GeneAmp PCR System 9700、Applied biosystems)にセット
し、PCR を行った。温度サイクルは、98℃ 3 分→[98℃ 10 秒、60℃ 15 秒、
68℃ 1~6 分 (作製したい断片によりアニーリング温度と伸長時間の調節を行っ
た)]×35 サイクル→68℃ 10 分とした。 
 
 DNA 断片の精製 
PCR などによって生じた DNA 断片はゲルからの抽出により精製を行った。DNA 断
片の一部をアガロースゲル電気泳動 (0.7% agarose(TAKARA))によって目的のバンド
が存在するか確認した後、残りをアガロース電気泳動 (0.7% agarose(Seakem))によ
り分離した後、NucleoSpin Extract(NIPPON genetics)を用いてゲルからの溶出・精
製を行った。 
 
 制限酵素処理 
制限酵素処理を行うための制限酵素・buffer は TAKARA と New England Biolabs の
ものを使用した。特に記載がない限り、反応は添付の説明書に従って行った。 
 
 ライゲーション 
ライゲーション反応に用いた ligase は TAKARA のものを使用し、反応液は特に記載
がない限り添付の説明書に従い、調整した。ライゲーション反応は 16℃でオーバーナ
イト行い、エタノールで沈殿させ精製を行った。 
 
 プラスミド抽出 
キットを用いてプラスミド抽出を行った。使用したキットは NucleoSpin® Plasmid 
EasyPure (MACHEREY-NAGEL)であり、抽出したプラスミドを-20℃で保存した。
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キットを使用しない場合のプラスミド抽出は研究室のプロトコールを参照にした。内
容としては、培養した菌株に対して sol 1 (glucose,Tris,EDTA,lysozyme),sol 2 
(NaOH,SDS),K-acetate を混合させて変性させ、エタノール沈殿を行い上清を捨てて
乾燥させた産物を TE に溶かした。必要に応じて RNase 処理を行った。 
 
 
Table.1 使用したプライマー 
 
 
 
 
使用したプライマー
No. Name Sequence (5' to 3')
1 PBAD-orf276 5'-CGTTTTTTGGGCTAACAGGAGGAATTAACCATGCTGAGCGTGGCGATCCCGGTGCTGTTT-3'
2 Not1-orf276 5'-CCGCGGCCGCTCAGCGGGCATGGAGCAGGTTGTTGTCGGA-3'
3 Sac1-SaApL 5'-CCGAGCTCAATAACTTAGCCATTTCAACACCTTCTTTCAA-3'
4 Ap-PBAD 5'-GATTTTCCCTCTATTATTTTCGAGATTTATAAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGAC-3'
5 Sac1-orf154 5'-CCGAGCTCTCAGCGGGCCGGGGCCTGCTGGGGGTCGACCT-3'
6 Pac1-PBAD 5'-CCTTAATTAAAAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGAC-3'
7 Pac1-lhaA 5'-GGTTAATTAAGGCACCGGTTCCCATGGGGTTCTCCTTCTC-3'
8 Not1-lhaA 5'-GGGCGGCCGCGGCACCGGTTCCCATGGGGTTCTCCTTCTC-3'
9 Sa-ApL 5'-AATAACTTAGCCATTTCAACACC-3'
10 Sa-ApR 5'-ATAAATCTCGAAAATAATAGAGGG-3'
11 PBAD-lhaA 5'-CGTTTTTTGGGCTAACAGGAGGAATTAACCATGAAGGCCGCCCCGGCCCTGCCCGAACCG-3'
12 pBAD-N8 5'-AAGAAACCAATTGTCCATATTGCATC-3'
13 pBAD-C3 5'-GGTTAATTCCTCCTGTTAGCCCAAAAAACG-3'
14 pBAD-N8-Not 5'-TTGCGGCCGC AAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGAC-3'
15 PBAD-puhA 5'-CGTTTTTTGGGCTAACAGGAGGAATTAACCATGGGAACCGGTGCCATCACATCCTACGTC-3'
16 pBAD-N8-Eco 5'-CCGAATTC AAGAAACCAATTGTCCATATTGCATC-3'
17 Rg-fdxN-EcoRI 5'-CCGAATTCCGCAGCAGGCGCCGCATGAACTTCT-3'
18 Rg-fdxB-EcoRI 5'-CCGAATTCTCGAGCAGCAGCGCGACCAGGTCCT-3'
19 Rg-fdx2-EcoRI 5'-CCGAATTCGCTGTGCGTTTTGTCCGATTGGTGA-3'
20 mA3-B4 5'-ACTCACTTCCGGAGCCAGCAGATATTTTGG-3'
21 pUC19 APU ASC 5'-CCGGCGCGCCTGAGAATAGTGTATGCGGC-3'
22 Rev2 5'-ACACAGGAAACAGCTATGAC-3'
23 lhaAC-His6-puhAN 5'-TTCCCCGGCCATCATCATCATCATCATTAGATGGGAACCGGTGCCATCACATCCTACGTC-3'
24 Km-N 5'-CACGTTGTGTCTCAAAATCTC-3'
25 KmC 5'-CAAGTCAGCGTAATGCTCTG-3'
26 TcN 5'-CCGACCTCATTAAGCAGCTC-3'
27 TcC 5'-GGCTGGTTTATGCATATCGC-3'
28 KmC-PBAD 5'-GTAACACTGGCAGAGCATTACGCTGACTTGAAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGAC-3'
29 TcC-PBAD 5'-CGCATGTATTGCGATATGCATAAACCAGCCAAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGAC-3'
30 PbadC-pufBN 5'-CGTTTTTTGGGCTAACAGGAGGAATTAACCGATCTCCGGGCTCACCGACGACGAAGCCCA-3'
31 pufCC 5'-GTTCAACACGTTACTTCGCGGCGGT-3'
32 lhaAC-His6-puhAN 5'-TTCCCCGGCCATCATCATCATCATCATTAGATGGGAACCGGTGCCATCACATCCTACGTC-3'
33 puhAC-His6 5'-TCAATGATGATGATGATGATGCAGCAGGGGCTCCTGCCGCGAGGGCTCGGCGTACAGCGT-3'
34 puhAC-His6-puhBN 5'-CCCCTGCTGCATCATCATCATCATCATTGAATGACACACGGCCACCGGCACACCACCGGG-3'
35 puhCC 5'-GTCGGGGTCGCGAGCATGAGGGTCT-3'
36 SG76K-2 5'-GCTTCAGTGACAACGTCGAG-3'
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Table.2 使用したプラスミド 
 
 
Table.3 使用した菌株 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
使用した菌株
Strain Reference
MG1655 研究室ストック
MG1655 ⊿tolC:Gen 研究室ストック
MG1655 Δlac: Plac(crtI-)-PBAD(crtDC)-PBAD(crtE-crtF)FRT No.4 DtolC:Gen 研究室ストック
DH1 研究室ストック
使用したプラスミド
No. plasmid gene
1 184-2 Km Pbad-bchJ, Pbad-bchL,M, Pbad-bchFNB, Pbad-bchH (Km) 研究室ストック
2 322-2 Cm Pbad-acsF, Pbad-bchC,X,Y,Z, Pbad-bchG,orf440,bchP, Pbad-unknown,bchI,D,O (Cm) 研究室ストック
3 184-2-bciA Ap Pbad-acsF, Pbad-bchC,X,Y,Z, Pbad-bchG,orf440,bchP, Pbad-unknown,bchI,D,O, Pbad-bciA (Cm) 研究室ストック
4 pSC138 (Hpa1 fragment) orf276 Pbad-orf276 本研究
5 pSC138 (Hpa1 fragment) lhaA Pbad-lhaA 本研究
6 pSC138 (Hpa1 fragment) puhA～C Pbad-puhA,puhB,puhC 本研究
7 pSC138 (Hpa1 fragment) fdxN Pbad-fdxN 本研究
8 pSC138 (Hpa1 fragment) fdxB Pbad-fdxB 本研究
9 pSC138 (Hpa1 fragment) fdx2 Pbad-fdx2 本研究
10 pSC138 (Hpa1 fragment) pufB,A,L,M,C Pbad-pufB,A,L,M,C 本研究
11 pTK219 lhaA,puhA,puhB,puhC Pbad-lhaA,puhA,B,C 本研究
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